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Resumen 
La candidasis invasora por Candida albicans (IC) es la micosis invasora más frecuente y una causa 
importante de morbimortalidad en pacientes cuyo estado de salud es crítico y en aquéllos con estancias 
hospitalarias prolongadas. La patogenicidad de Candida albicans es atribuida a la adquisición de factores 
de virulencia, que han sido clásicamente estudiados en modelos murinos. Sin embargo, por razones 
éticas han cobrado fuerza los modelos animales invertebrados, dentro de los que destaca Galleria 
mellonella. Teniendo en cuenta el valor de Galleria mellonella como modelo animal para el estudio de 
interacciones patógeno – hospedador de Candida albicans y la importancia que tienen los factores de 
virulencia en el desarrollo de una infección, en este trabajo se busca correlacionar (si es posible) 
parámetros estudiados de la cinética de crecimiento in-vitro de 20 muestras de Candida albicans, aisladas 
de pacientes diagnosticados con candidemia, con su capacidad para infectar y matar a Galleria 
mellonella. El crecimiento in-vitro de cada cepa se ha representado en forma de curva de crecimiento y se 
han calculado valores de velocidad media, máxima absorbancia y tiempo hasta alcanzar la velocidad 
máxima. La virulencia de Candida albicans se ha evaluado mediante ensayos de supervivencia en 
Galleria mellonella. 
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La candidemia como problema clínico 
Las especies del género Candida forman parte de la microbiota de la piel y tracto gastrointestinal del ser 
humano [1]. Sin embargo, en determinadas condiciones en las que se rompe la homeostasis de las 
barreras protectoras, como son el uso de catéteres intravenosos, la ventilación mecánica, la administración 
previa de antibióticos de amplio espectro [2], la nutrición parenteral, quemaduras, estados de 
inmunosupresión, trasplante de órganos sólidos y de médula ósea, malignidades sólidas o líquidas [2], 
quimioterapia y procedimientos quirúrgicos invasivos [3] [4], estos comensales oportunistas causan 
infecciones [5].  
La candidasis invasora (IC) es la micosis invasora más frecuente, y la candidemia (definida como el 
aislamiento de levaduras del género Candida a partir de hemocultivos) es la manifestación clínica más 
frecuente. Candida albicans es especie que con más frecuencia causa candidemia (aproximadamente el 
50% de los casos [4]), suponiendo entre el 70-96% de todas las micosis oportunistas [6] y presentando 
una mortalidad asociada que alcanza hasta el 35% en los pacientes [7] [8]. C. albicans, es una causa 
importante de morbimortalidad en pacientes críticos y en aquéllos con estancias hospitalarias prolongadas 
[9]. 
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La patogenicidad de Candida albicans es atribuida a la adquisición de factores de virulencia, que no son 
otra cosa que adaptaciones resultantes de la coevolución con su hospedador. El éxito o fracaso de dicha 
interacción depende de factores intrínsecos del hongo, como sus estrategias evasoras de la respuesta 
inmune, su capacidad de adhesión y formación de biofilms o la producción de enzimas hidrolíticas [10], 
del estado fisiológico del hospedador, y de otros factores ambientales como la temperatura [12]. 
Galleria mellonella como modelo in-vivo 
Clásicamente, los modelos murinos han sido los elegidos para llevar a cabo el estudio de factores de 
virulencia. Sin embargo, por razones éticas se ha promovido la adopción de políticas de reducción del 
número de animales de experimentación, refinamiento de los protocolos buscando la comodidad y 
bienestar de los animales durante el procedimiento y el reemplazo por modelos animales invertebrados, 
que son una alternativa igualmente válida [11] [12]. Son ejemplos ya validados de animales modelo para 
el estudio de los factores de virulencia de hongos Caenorhabditis elegans [13], Drosophila melanogaster 
[14] y Galleria mellonella, entre otros  
Dentro de estos modelos alternativos, los insectos tienen ventajas logísticas, como la facilidad de 
manipulación y su bajo precio [15]. Además, fisiológicamente, los insectos pueden considerarse modelos 
apropiados para el estudio de factores de virulencia ya que responden a infecciones de una forma muy 
similar, y por lo tanto con una alta capacidad de correlación, con los modelos murinos y el hombre. Por 
ejemplo, la cutícula de los insectos tiene una función protectora y aislante similar a la piel de los 
mamíferos, lo que la convierte en la primera línea de defensa ante la entrada de un patógeno. A medida 
que la infección progresa, el patógeno invade la hemolinfa del insecto, cuya función es comparable con la 
de la sangre en los mamíferos. En la hemolinfa circulan distintos tipos de hemocitos, las células 
responsables de la respuesta inmune innata en los insectos [16]. Entre éstos, los plasmatocitos y 
granulocitos, que en estructura y función son comparables con los neutrófilos, intervienen en la 
fagocitosis, encapsulación y neutralización de bacterias y hongos unicelulares con enzimas líticas. Los 
hemocitos junto con el proceso de melanización, que es comparable con la cascada del complemento de 
los mamíferos [17], reconocen los patógenos mediante receptores específicos de superficie (PRRs) e 
intervienen en la activación de cascadas de señalización que demuestran el alto grado de similitud 
evolutiva entre ambos grupos animales, y por tanto, validan el uso de los insectos como modelos animales 
para el estudio de interacciones patógeno- hospedador, factores de virulencia y eficacia de sustancias 
antimicrobianas [16] [18]. 
Particularmente, las larvas de Galleria mellonella presentan ventajas respecto a otros modelos animales, 
como tener una temperatura óptima de crecimiento entre los 25–37 °C, la temperatura a la que se 
desarrollan las infecciones de Candida en el cuerpo humano. Respecto del procedimiento experimental, al 
infectar larvas se tiene el control de la cantidad de inóculo inyectado y la evaluación de la supervivencia 
es directa e intuitiva, ya que cuando mueren no hay respuesta a estímulo físico [15] y se vuelven de color 
negro debido a la melanización [19]. 
Teniendo en cuenta el valor de Galleria mellonella como modelo animal para el estudio de Candida 
albicans y la importancia que tienen los factores de virulencia en el desarrollo de una infección, en este 
trabajo se busca correlacionar (si es posible) algún parámetro de la cinética de crecimiento in-vitro de las 
levaduras con su capacidad para infectar y matar a Galleria mellonella.  
Materiales y métodos 
Determinación de la cinética de crecimiento in-vitro 
Levaduras. Un total de 20 cepas de C. albicans de pacientes con candidemia fueron estudiadas. Las cepas 
se cultivaron en medio Agar CHROMagar Candida (Tech-Laim S. A., Torrejón de Ardoz, España) [20]. 
Medio de cultivo. RPMI-1640 enriquecido con glucosa 2% y tamponado a pH 7 con MOPS (ácido 
morfolinopropanosulfónico). 
Inóculo. Para poder comparar el crecimiento de las levaduras entre sí se ajustó la cantidad de células en 5 
mL de agua estéril a 0,50 – 0,55 McFarland con un nefelómetro (Dinko Instruments), lo que se 
corresponde a 105 levaduras/mL [21]. Cada cepa se testó por triplicado en una placa de 96 pocillos 
añadiendo 100 μL del inóculo en cada pocillo. En todos los pocillos internos se añadieron 100 μL de 
RPMI. En el blanco se sustituyeron los 100 μL del inóculo por agua estéril, de forma que sirve también 
como control de posibles contaminaciones. Con el fin de evitar la evaporación de las muestras, se 
dispensaron 300 μL de agua en los pocillos de los bordes de la placa. 
Cinética de crecimiento. La tasa de crecimiento fue determinada mediante la lectura de densidad óptica 
en un espectrofotómetro (Thermo Scientific Multiskan FC) a 490 nm durante un periodo de 48 h de forma 
continuada cada 15 minutos y en agitación moderada cada 3 minutos a 37 °C [20]. Los cambios en la 
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densidad óptica a lo largo del tiempo fueron representados en una curva de crecimiento [22]. Además, se 
estudió la velocidad media de crecimiento, el valor máximo de absorbancia y el tiempo en llegar a la 
velocidad máxima. 
Ensayos de supervivencia en Galleria mellonella 
Medios de cultivo. Las cepas fueron cultivadas en medio Sabouraud (95% medio Sabouraud; 5% 
bactoagar) y posteriormente crecidas durante toda la noche en 10 mL de medio YPD (2% glucosa; 2% 
bactopeptona; 1% extracto de levadura) a 167 rpm en agitación a 30 °C. La concentración obtenida fue de 
aproximadamente 108 células/ mL. 
Preparación del inóculo. Las levaduras fueron separadas del medio por centrifugación a 3000×g y 
lavadas 3 veces en 10 mL de PBS (pH 7.2). Tras los lavados, las células fueron reconstituidas en 5 mL de 
PBS y diluidas hasta llegar a una concentración final de 5×107 células/mL [23]. La cantidad de células fue 
cuantificada mediante un hemocitómetro automático (Mini Automated Cell Counter Moxi Z, Orflo). 
Basándose en datos previos [24] se eligió una concentración final de 5×107 células/mL porque se ha 
comprobado que a esta concentración se consigue una supervivencia media del 50% de las larvas tras 72 
– 96 h tras el inóculo. 
Infección de las larvas. Las larvas de Galleria mellonella (Alcotan Valencia S. L., España) sanas y en 
crecimiento se almacenan en oscuridad en placas Petri con alimento a base de miel y polen a 25 °C. Antes 
del inóculo, el abdomen de las larvas fue desinfectado con un hisopo empapado en etanol 70% y la 
jeringa fue desinfectada sucesivamente en una solución de lejía al 10%, etanol 70% y PBS [21]. Para cada 
muestra se eligieron al azar 10 gusanos de tamaño uniforme y sin manchas negras en su cuerpo. El grupo 
control estaba formado por larvas no expuestas a levadura a las que se les inyectaron 10 μL de PBS [7]. 
Las larvas fueron inoculadas con 10 μL de levaduras a la concentración final (5×105 células/ larva) con 
una jeringa Hamilton en la falsa pata más distal de su abdomen. Tras confirmar que la inyección per se no 
había causado daño físico al animal, éstos fueron incubados en placas Petri sobre papel de filtro y sin 
alimento a 37 °C en oscuridad durante 9 días, durante los que se evaluó diariamente su supervivencia. 
Supervivencia. Las larvas se consideraron muertas cuando no respondían a estímulos táctiles [25]. El 
recuento diario de los individuos fue representado en curvas de muerte, y las diferencias entre los grupos 
fueron analizadas con el test estadístico de Kaplan- Meier usando el programa GraphPad Prism 5 (Graph 
Pad Software Inc., CA, USA). 
Resultados  
Determinación de la cinética de crecimiento in-vitro 
La variación de la turbidez del medio en el espectrofotómetro es un método rápido y no destructivo de 
medir en tiempo real  el incremento en la biomasa de Candida albicans. Los cambios en la densidad 
óptica fueron representados en una curva de crecimiento que resultó seguir un patrón sigmoideo dividido 
en una fase inicial de latencia seguida por una fase de crecimiento exponencial que progresa a una fase 
estacionaria y posteriormente a un declive progresivo como consecuencia del agotamiento de los recursos 
en el medio (Figura 1).  
Con el fin de evaluar parámetros cinéticos que puedan intervenir en la virulencia de las levaduras, se 
calcularon la velocidad media de crecimiento, el valor máximo de absorbancia y el tiempo en llegar a la 
velocidad máxima (Tabla 1).  
En el primer caso, la velocidad media se corresponde en la representación gráfica con la pendiente de la 
curva y se entiende como el incremento en valores de densidad óptica a lo largo del tiempo (DO/s). En el 
conjunto de muestras analizadas, este parámetro estaba comprendido entre 2,5 x10-6 -  7x10-6 DO/s.  El 
segundo parámetro estudiado fue el valor máximo de absorbancia alcanzado. Este caso, los valores 
estaban comprendidos entre 0,543 - 1,34 DO. Los valores máximos y mínimos de velocidad media y 
absorbancia coincidían con las mismas cepas, 7139703 y 8011692, respectivamente. La relación entre 
ambos valores permitió relacionar de forma proporcional la velocidad media con un mayor crecimiento 
del hongo.  
Respecto del tercer parámetro, el tiempo hasta que las distintas muestras Candida albicans alcanzan la 
velocidad  máxima estaba comprendido entre  8 – 46h. El valor mínimo de tiempo registrado fue el de la 
muestra 7093494, y el máximo en 7189042. Estos valores extremos no coincidieron con las cepas cuya 
velocidad media era más alta o más baja ni menor o mayor cantidad de biomasa.  
Evidencia experimental previa [22] sugiere que otros parámetros cinéticos, como la duración de la fase 
lag, son dependientes de la variabilidad individual. En este estudio, es posible deducir a priori que en el 
análisis cinético de las levaduras también se han encontrado diferencias individuales para los parámetros 
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estudiados pero es necesaria una correlación con la supervivencia de Galleria para que puedan ser 
entendidos como factores de virulencia. 
 
Figura 1. Representación del crecimiento in-vitro 
 
Tabla 1. Parámetros cinéticos estudiados  
Ensayos de supervivencia en Galleria mellonella 
Las curvas de muerte fueron representadas y analizadas mediante el método de Kaplan–Meier y 
las diferencias entre ellas fueron determinadas mediante el test Log-rank (Mantel-Cox) [23] usando el 






Figura 2). Valores cuyo P < 0,05 fueron considerados estadísticamente significativos.  
Un primer análisis consistió en comparar los animales control con los animales infectados. En general, 
para los grupos de larvas infectadas, la mortalidad encontrada era cercana al 100% entre las 48 – 72h 
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después de la infección, mientras que el grupo control permaneció viable hasta el día final del estudio. Al 
comparar estadísticamente para saber si estas diferencias eran consecuencia del azar o si se debían al tipo 
de inóculo que habían recibido, se obtuvo un P-valor de 0,048. Por lo tanto, la diferencia en la tasa de 
supervivencia entre los animales inoculados con Candida albicans y los controles con PBS es 
estadísticamente significativa y no puede justificarse exclusivamente por azar. Estos resultados confirman 
que Candida albicans produce infecciones letales en Galleria mellonella.  
Respecto de las diferencias entre los distintos grupos de larvas infectadas, la hipótesis a contrastar 
buscaba diferencias entre las proporciones de supervivencia de las larvas que recibieron distintas cepas 
consecuencia de características de las levaduras y no por azar. El test de Log-rank (Mantel – Cox) mostró 
un P-valor de 0,6186. Por lo tanto, la diferencia en la tasa de supervivencia entre los animales inoculados 
con distintas muestras de Candida albicans no es estadísticamente significativa, lo que quiere decir que 











Figura 2. Curvas de muerte de los ensayos de supervivencia de Galleria mellonella 
Discusión  
Los resultados del análisis del crecimiento cinético permiten identificar diferencias individuales para los 
parámetros estudiados. Fue posible hallar una proporción respecto de la cantidad de biomasa de hongo 
con su velocidad media de crecimiento. Sin embargo, no fue posible encontrar una relación de ninguno de 
estos parámetros con el tiempo en llegar a la velocidad máxima. A partir de estos resultados es posible 
deducir que en el perfil cinético estudiado de las levaduras hay diferencias individuales pero es necesaria 
una correlación con la supervivencia de Galleria para que puedan ser entendidos como factores de 
virulencia. 
Respecto de los ensayos de supervivencia de Galleria mellonella, la diferencia en la tasa de supervivencia 
entre los animales inoculados con Candida albicans y los controles con PBS confirman que Candida 
albicans produce infecciones letales en Galleria mellonella. Al comparar las posibles diferencias entre los 
distintos grupos de larvas infectadas no se han encontrado variaciones entre las cepas en su capacidad de 
infectar y matar a Galleria mellonella. Por lo tanto, las diferencias individuales encontrados en los 
estudios cinéticos  no demostraron ser determinantes en la tasa de supervivencia de Galleria mellonella. 
Los resultados obtenidos sugieren que diferencias en parámetros cinéticos de velocidad media, tiempo en 
alcanzar la velocidad máxima y el valor máximo de absorbancia no parecen ser determinantes para la 
virulencia de Candida albicans en Galleria mellonella. 
Estos resultados, además, corroboran el valor que tiene Galleria mellonella como modelo animal para el 
estudio de la patogenia y virulencia de agentes infecciosos, y en concreto de Candida albicans. Sin 
embargo, hay que tener en cuenta que existen limitaciones que deben tenerse en cuenta a la hora de 
extrapolar los resultados en modelos murinos y en los humanos.  
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